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摘要 : 利用 放射 化 学 的 方法 分 别 检测 了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera. FHA Mythimna separata 3) 
虫 和 成 虫 肠 中 咽 侧 体 静 止 激素 〈allatostatin，AS) 样 的 活性 物质 。 发 现在 棉铃 虫 、 糙 虫 幼 虫 和 成 虫 
肠 中 均 存 在 的 AS 样 活性 物质 ， 可 以 在 体外 抑制 咽 侧 体 〈corpora alata CA) 的 保 幼 激素 (juvenile 
hormone JH) 的 生物 合成 。 生 物 测定 的 结果 表明 ， 粘 虫 幼虫 肠 中 AS 样 活性 物质 的 含量 较 棉 铃 虫 
的 高 ; 烙 虫 工 个 幼虫 肠 当 量 对 CA 的 JE 合成 的 抑制 率 达 43% ， 而 棉铃 虫 幼 虫 肠 只 有 26%. Hie 
ERRELE, MERA Pet CA 的 抑制 比 雄 成 虫 中 肠 的 高 ， 后 肠 对 CA AY JH 合成 的 抑制 明 
显 的 低 于 中 肠 对 CA 的 抑制 。 中 肠 对 CA AY JH 合成 的 抑制 是 可 回复 的 。 中 肠 粗 提 物 经 各 白 酶 水 解 
后 对 CA 合成 JE 的 抑制 率 降低 ， 表 明 肠 中 AS 样 的 活性 物质 是 肽 或 各 白质 。 

AEB: MRA: AA: 咽 侧 体 静 上 上 激素 ; 肠 
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咽 侧 体 〈cerpora allatas CAO 合成 的 保 幼 激素 〈juvenile hormone, JH) 在 大 多 数 昆 虫 中 主 
要 控制 幼虫 的 生长 、 变 态 和 成 虫 的 发 育 。CA 的 JH 生物 合成 是 可 以 被 调控 的 ， 它 部 分 受 脑 产 
生 的 神经 肽 类 激素 一 一 咽 侧 体 静止 激素 Callatostatin AO 的 调节 ， 抑 制 CA 的 JHA. E 
1989 年 Woodhead 等 [1 从 太平 洋 折 杷 蝶 Diploptera punciata 的 脑 中 分 离 鉴 定 出 4 种 AS 以 来 ， 
又 陆续 从 其 它 几 种 慢 景 中 分 离 鉴 定 出 一 系列 相似 的 AS?]， 它 们 具有 相似 的 C- 末 端 ， 能 在 离 
体 条 件 下 抑制 CA 的 JH 合成。 另外 在 昆虫 体内 的 不 同 组 织 器 官 中 也 发 现 有 AS 的 分 布 ， 它 们 
主要 存在 于 脑 的 不 同 部 位 、CA、 心 侧 体 、 咽 下 神经 节 、 胸 腹 神 经 节 、 触 角 捕 动 器 肌肉 神经 、 
中 肠 、 后 肠 及 血 淋 巴 中 [3~6]。 

作者 用 放射 化 学 的 方法 ， 检 测 了 中 国 主要 的 农业 害虫 棉铃 虫 Helicowerpa armigera SHER 
Mythimna separata 肠 中 的 AS 样 的 活性 物质 ， 并 对 AS 样 活 性 物质 的 化 学 特性 作 了 初步 的 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 饲养 
棉铃 虫 、 粘 虫 在 室内 用 人 工 饲料 进行 标准 化 饲养 。 
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1.2 HP AS 样 活性 物质 的 制备 

分 别 收集 棉铃 忠 、 粘 忠 幼 忠和 成 忠 的 中 肠 、 后 肠 ， 除 去 粘连 的 组 织 以 及 肠 的 内 容 物 ， 于 
微量 匀 浆 器 中 用 0.9% NaCl WHIT OR. RAIA AIS min，5 000 r/min 离心 10 min, W 
上 清 液 ， 冷 冻 干 燥 后 ， 一 20 人 保存， 供 生物 测定 用 。 
1.3 CA 的 活性 测定 

CA 的 活性 测定 采用 放射 化 学 的 方法 ， 按 Feyerensen 和 Tob! LR Tobe 和 Clarkt 引 的 方 
法 并 加 以 改进 。 用 于 生 测 的 CAET 100 pL AE RAR. MAA 2% Ficoll、0.1% 牛 血清 白 
和 蛋白、 最 终 浓度 为 50 pmol/L KPH-FAEAR (200 mCi/mmol) 的 TC199 培养 液 中 。 
1.4 肠 中 AS 样 活性 物质 对 JH 合成 的 抑制 

每 对 CA 在 100 uL 培养 液 中 培养 3 h 来 估计 正常 的 JH 合 成 速率 ， 而 CA 在 含有 一 定量 肠 
粗 提 物 的 培养 液 中 培养 3 h， 作 为 JH 合成 的 处 理 速率 ， 则 肠 粗 提 物 对 JH 合成 的 抑制 率 为 ; 
抑制 率 (% ) = (1 一 处 理 速 率 /正常 速率 )x100%。 
1.5 PAS 样 活性 物质 对 蛋白 酶 的 敏感 性 

粘 虫 中 肠 粗 提 物 与 胰 昌 白 酶 或 糜 蛋 白 酶 溶液 (0.01 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 ，pPH 7.8， 最 
终 浓 度 为 1 mg/L) 一 起 ，37 伟 温 育 4 h， 将 上 述 混合 液 煮沸 20 min， 使 酶 失 活 ， 然 后 检测 AS 


2 结果 


2.1 棉铃 由 和 粘 虫 幼 虫 肠 对 CA 合成 JH 的 抑制 的 剂量 反应 

从 图 1 可 以 看 出 ， 栅 铃 息 、 粘 上 虫 幼 虫 肠 中 均 含 有 AS 样 的 活性 物质 ， 它 们 对 CA 的 抑制 是 
剂量 依赖 的 。1 个 幼虫 肠 当 量 对 峻 成 虫 CA 的 
JH 生 物 合成 的 抑制 率 分 别 为 26% 和 43%:;: 5 80 —O— H. armigera 


E M separata 


TAKE, TAA 58% F 54%. UA E 
忠 肠 中 AS 样 活性 物质 含量 较 棉 铃 虫 幼虫 肠 中 
的 高 。 
2.2 棉铃 虫 成 虫 中、 后 肠 对 CA 合成 JH 抑制 
的 剂量 反应 

为 了 检测 棉铃 虫 中 肠 和 后 肠 中 是 否 存在 
AS 样 的 活性 物质 ， 以 及 对 CA 合成 JH 抑制 的 
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剂量 反应 ， 分 别 用 棉铃 忠 肉 、 雄 成 忠 中 肠 的 粗 a 
提 物 与 未 交配 的 羽化 1 天 上 肉 成 忠 的 CA 一 起 培 

养 ， 结 果 表 明 棉 铃 忠 肉 、 梭 成 忠 中 肠 中 均 含 有 图 1 棉铃 虫 和 粘 虫 幼 虫 肠 粗 提 物 

AS 样 的 活性 物质 ， 即 对 CA 合成 JH 有 明显 的 对 CA 抑制 的 剂量 反应 


抑制 作用 ， 而 且 不 同 浓 度 的 中 肠 粗 提 物 对 CA Fig. 1 Dose-response inhibition of CA by extracts of 
合成 JH 的 影响 不 一 样 。 从 图 2-A 可 以 看 出 ， a guts na R = M nia 
棉铃 虫 肉 成 虫 中 肠 对 CA 的 JH 合成 的 抑制 效 每 一 尺 十 5 一 8 1 3E Each point is the mean 


from 5 to 8 replications: 


R pE HE pk E 中 肠 对 CA 合成 JH 的 抑制 好 。 5 as 图 2 一 图 4 同 The same for Figs. 2~4 
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中 肠 当量 的 上 肉 成 忠 中 肠 对 CA 合成 JH 的 抑制 可 达到 47%， 而 要 达到 同样 的 抑制 ， 雄 成 忠 中 肠 
却 需要 10 个 中 肠 当 量 。 这 说 明 在 肉 成 忠 中 肠 中 AS 样 的 活性 物质 的 含量 比 在 雄 成 忠 中 肠 中 多 。 

图 2-B 显示 棉铃 虫 后 肠 对 CA 的 JH 合成 的 影响 。 显 然 棉 铃 忠 成 忠 的 后 肠 中 也 含有 AS 样 
的 活性 物质 ， 只 是 它 的 含量 要 比 中 肠 的 低 得 多 ，20 个 后 肠 当 量 的 雌 、 雄 成 虫 的 后 肠 粗 提 物 对 
CA 的 JH 合 成 的 抑制 只 能 达到 20% 左 右 。5S0 个 后 肠 当量 才能 达到 明显 的 抑制 。 
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图 2 棉铃 虫 中 肠 CAD 和 后 肠 (B) 粗 提 物 对 CA 抑制 的 剂量 反应 
Fig. 2 Dose-response inhibition of CA by midgut and hindgut extract of H. armigera 


2.3 MERET., AX CA 合成 JH 抑制 的 剂量 反应 

我 们 用 同样 的 方法 检测 了 粘 忠 成 忠 中 肠 和 后 肠 中 AS 样 的 活性 物质 对 CA 活性 的 影响 。 结 
果 表 明 在 粘 忠 的 中 、 后 肠 的 粗 提 物 中 也 含有 AS 样 的 活性 物质 ， 在 体外 可 以 抑制 CA 的 JH 合 
mh, SRA ARR ABA CA 的 抑制 类 似 。 

图 3-A 显示 ， 用 $ 个 中 肠 当 量 处 理 未 交配 的 羽化 3 天 的 雌 成 虫 的 CA HE HERE p RI 
粗 提 物 对 CA 合成 JH 的 抑制 分 别 为 35% 和 25%， 用 10 个 中 肠 当 量 处 理 ， 对 CA 的 抑制 分 别 
为 47% 和 36%。 说 明 雌 成 虫 中 肠 对 CA 的 抑制 要 比 雄 成 虫 中 肠 对 CA 的 抑制 高 。 

粘 忠 后 肠 中 AS 样 的 活性 物质 对 CA 合成 JH 的 抑制 与 棉铃 虫 的 结果 一 臻 《图 3: B 
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图 3 Et (O AS (CB) 粗 提 物 对 CA 抑制 的 剂量 反应 
Fig. 3 Dose-response inhibition of CA by midgut and hindgut extract of M. separata 
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2.4 棉铃 虫 中 肠 对 CA 合成 JE 抑制 的 可 回复 性 








as 

AS 样 的 活性 物质 可 抑制 CA 合成 JH 的 速 $5] 
率 ， 而 当 把 培养 液 中 的 AS 样 的 活性 物质 撤 出 ”二 & 
后 ，CA 合成 JH 的 速率 可 基本 恢复 到 原来 的 水 3 al 
平 ， 这 一 过 程 称 之 为 AS 样 活性 物质 作用 的 可 回 ig 
复 性 。 用 未 交配 的 羽化 1 天 的 棉铃 虫 成 虫 的 CA = 2 10 — control 
体外 培养 3 h 后 ， 将 对 照 组 CA 移 至 同样 的 培养 Ee HF treated 
液 中 ， 处 理 组 的 CA 移 至 含有 10 个 中 肠 当量 的 FE 0 4 4 L i 
棉铃 忠 中 肠 粗 提 物 的 培养 液 中 培养 第 2 个 3 hs 0 3 6 9 12 
最 后 再 将 CA 移 到 与 第 1 个 3h 一 样 的 培养 液 中 HHE Incubation time (h) 
培养 第 3 个 3 h AR 4 可 以 看 出 对 照 组 培养 三 图 4 RRS Hue pe REID 
个 3h 其 CA 的 JH 合 成 速率 基本 上 保持 一 致 ， 对 CA 抑制 的 可 回复 性 


因为 在 这 三 个 培养 过 程 中 它们 的 o Fig. 4 Reversibility of inhibition of JH synthesis by 
生 改 变 ， 而 处 理 组 在 第 1 和 第 3 个 3h 中 ，CA midgut extract of female adult H. armigera 
合成 JH 的 速率 基本 一 致 ， E CA 合成 JH 的 速率 没有 显著 差异 ， 而 第 2 个 3 h 培养 
时 ， 培 养 液 中 加 了 10 个 中 肠 当 量 的 中 肠 粗 提 物 ， 所 以 CA 合成 JH 的 速率 明显 降低 ， 每 对 CA 
由 开始 的 25 pmol/h 合成 速率 降低 到 7 pmol/h。 
2.5 AS 样 活性 物质 对 蛋白酶 的 敏感 性 

为 检测 中 肠 粗 提 物 中 AS 样 的 活性 物质 是 否 是 肽 或 香 白 质 ， 我 们 用 和 蛋白酶 〈 胰 和 蛋白酶 和 
RS AR NBA UT Ke. ASM BERR CARR MH. BRR. HB 
Pies & ARK AR. SCA 合成 JH 的 抑制 显著 降低 《〈 表 1)7， 说 明 粘 虫 中 肠 粗 提 物 中 
AS 样 的 活性 物质 是 肽 或 重 白 质 。 


1 胰 和 蛋白 酶 和 魔 蛋 白 酶 对 粘 虫 中 肠 粗 提 物 的 影响 
Table 1 Effect of trypsin and chymotrypsin on midgut extract from M. separata 





处 理 每 对 CA 的 JH 合 成 速率 《pmol/h) 抑制 率 《%) 
Treatment Rate of JH synthesis per pair of CA Inhibition 
XT PB control 20.721 1.96* 
中 肠 粗 提 物 midgut extracts 11.88 10.35 42.6611.71 
Pig A FEY + FR AAS midgut extracts + trypsin 18.34 | 0.72 11.51 | 3.49 
中 肠 粗 提 物 + BES AAS midgut extracts + chymotrypsin 17.27 | 0.31 16.64 1 1.51 
* ER 6K 6 replications 


3 讨论 


AXA BARNS HAE, Al RAB. RHR AB. Jee PAS 
样 的 活性 物质 。 发 现在 幼虫 和 成 虫 的 肠 中 均 存 在 能 抑制 CA 合成 JH 的 AS 样 活性 物质 。 如 果 
以 一 个 肠 当 量 为 基础 ， 粘 虫 末 龄 幼虫 肠 粗 提 物 中 AS 样 的 活性 物质 含量 要 比 棉铃 虫 末 龄 幼虫 
的 高 ， 前 者 对 CA 的 抑制 可 达到 43% ， 而 后 者 只 有 26% 。 从 结果 中 也 可 以 看 出 ， 中 肠 中 AS 
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样 的 活性 物质 要 比 后 肠 中 的 多 ， 棉 铃 虫 肉 成 虫 $ 个 中 肠 当 量 的 粗 提 物 可 以 使 CA 合成 JH 的 抑 
制 率 达 45%， 而 粘 忠 相应 的 抑制 为 35%; 如 果 提 高 一 倍 的 用 量 ， 抑 制 率 分 别 为 64% 和 47%。 
而 后 肠 中 AS 样 的 活性 物质 的 含量 却 少 得 多 ， 用 50 个 后 肠 当 量 处 理 ， 才 能 达到 明显 的 抑制 。 
这 一 结果 与 Yu 等 5 用 ELISA 的 方法 定量 研究 D. punciaia 中 肠 和 后 肠 中 AS 活性 物质 的 结 
果 一 致 。Dip-AS2，7，10 和 11 四 种 物质 的 含量 在 中 肠 中 介 于 250~350 fmol/ 中 肠 ， 在 后 肠 
中 介 于 150~250 fmol/ 后 肠 ， 中 肠 中 的 含量 较 后 肠 高 。 中 肠 的 回复 实验 表明 ， 中 肠 中 AS 样 的 
活性 物质 对 CA 合成 JH 的 抑制 作用 是 可 回复 的 。 在 施加 中 肠 粗 提 物 时 ，CA 合成 JH 的 能 力 下 
降 ， 去 除 该 粗 提 物 后 ，CA 合成 JH 的 能 力 又 可 以 恢复 。 正 如 Stay PTA. AS 的 作用 是 可 回 
Bil. PMHRMAS AM ORE AMBER S ABD KAS. ASERI ERTER, RHP 
肠 粗 提 物 中 AS 样 的 活性 物质 是 肽 或 蛋白 质 。 

以 前 的 研究 已 证 明 在 棉铃 由 、 粘 虫 110 的 脑 中 存在 AS 样 的 活性 物质 ， 现 在 又 在 它们 的 中 
肠 中 发 现 有 AS 样 活性 物质 ， 这 些 结果 表明 AS 样 的 活性 物质 不 仅仅 存在 于 脑 中 ， 也 可 以 在 其 
它 的 组 织 中 被 检测 到 。AS 样 的 活性 物质 的 广泛 分 布 在 其 它 的 昆虫 中 已 被 证 实 ， 如 太平 洋 折 起 
景 除了 在 神经 系统 的 不 同 器 官 中 发 现 有 AS 样 的 活性 物质 外 ， 在 触角 搏动 器 肌肉 神经 、 中 肠 、 
后 肠 以 及 血 淋 巴 等 中 也 都 检测 到 3-51。 

AS 的 广泛 分 布 反 映 了 其 功能 的 多 样 性 。 在 太平 洋 折 翅 蚊 成 忠 的 中 肠 和 后 肠 中 均 发 现 AS 
样 的 活性 物质 ， 它 们 不 仅 可 以 抑制 CA 的 JH 合成 ， 也 可 以 抑制 肠 的 收缩 反应 [34。 而 从 反 吐 
NRE Calliphora vomitoria 中 纯化 出 的 5 种 AS 均 不 能 抑制 自身 的 JH 的 合成 ， 但 可 以 抑制 回 
肠 的 肌肉 收缩 !21。 本 文中 证 明了 在 棉铃 由 和 粘 虫 幼虫 和 成 虫 的 肠 中 均 存 在 能 抑制 CA 合成 JH 
的 AS 样 的 活性 物质 ， 但 是 在 肠 中 AS 样 的 活性 物质 是 否 还 有 其 它 的 功能 ， 也 许 是 主要 的 功 
能 ， 有 待 进一步 的 研究 。 
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Effect on the corpora allata activity of allatostatin-like material 
from the gut of Helicoverpa armigera and Mythimna separata 
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Abstract: In this study the ability of gut extracts from the larva and adult of cotton bollworm, 
Helicoverpa armigera and armyworm, Mythimna separata to inhibit juvenile hormone (JH) syn- 
thesis was tested in vitro by radiochemical assay. The allatostatin “AS )-like material that can in- 
hibit JH synthesis in corpora allata (CA) occurred in the larvae and adult guts of these two species 
of insects. The inhibition of JH synthesis by 1 gut equivalent extract from larvae M. separata 
(43% ) was greater than that from H. armigera (26%). Using 5 midgut equivalent of female or 
10 midgut equivalent of male, the inhibition of JH synthesis achieved about 47% for the cotton 
bollworm and 35% for the armyworm. This indicates that the content of AS-like material in the 
gut from female is higher than that from male in both H. armigera and M. separata. The inhi- 
bition of JH synthesis of CA was significantly higher by midgut extract than by hindgut extract in 
both insects. The inhibition of CA activity by midgut extract was completely reversible» and the 
midgut extract from M. separata was sensitive to trypsin and chymotrypsin. 
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